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(57) Z usa mine nfassung 

Eine Anordnung zum Kultivieren von Zellen und/oder von 
anderen Bioproben umfasst eine Vielzahl von Kleins tkammern bzw. 
von mit vorzugsweise transparenten Folien Uberdeckten Weihem 
(17), welche voneinander getrennt sind und welche durch eine 
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Kompaktzellkulturschei.be 



Die vorliegende Erfindung betrifft eine Anordnung von vonein- 
ander getrennten Lebensraumen von mikroskopischen Dimensio- 
nen, ein Verfahren zur Herstellung einer solchen Anordnung 
sowie Methoden fur Untersuchungen und Messungen mit Hilfe der 
Anordnung . 

Die in der vorliegenden Erfindung beschriebene Anordnung von 
mit mikroskopischer Prazision auf einer planaren Unterlage 
ausgelegten, voneinander getrennten Lebensraumen von mikro- 
skopischen Dimensionen ist insbesondere geeignet zur asepti- 
schen Kultivierung und Beobachtung von Einzelzellen und ihren 
monoklonalen Nachkommen wie auch zur Zuchtung und zum Studium 
von anderen kleinen Lebensgemeinschaf ten, wie Bakterien- 
Mensch-, Tier- oder Pf lanzenzellpopulationen, Gewebekulturen, 
Saugetier- oder Pf lanzenembryonen, Insekten oder Nematoden in 
verschiedenen Entwicklungsstadien . 

Dabei werden die Zellen oder die anderen oben erwahnten Bio- 
proben je einzeln oder in aktuellen Kombinationen in einen 
auf einer flachigen, genau praparierten Unterlage, beispiels- 
weise einer Halbleiter-. Quarz-, Glas-, Kunststoff- oder Me- 
tallunterlage, angeordneten, mit einer dunnen semi-permeablen 
Folie bedeckten -Weiher" eingegeben, welcher dunn ausgebildet 
ist und von kleinsten Dimensionen ist und welcher somit ein 
Kleinststerillabor bildet. In jedem solchen Weiher, der eine 
schachtelartige, verschliessbare Kleinstmikrokammer bildet, 
werden zur jeweiligen eingegebenen Kultur angepasste Konzen- 
trationen von beispielsweise Puf f erkomponenten, Sauerstoff, 
Nahrsubstanzen, Schutzantibiotika, Wirksubstanzen, wie Phar- 
maka, analytisch brauchbare Reagenzien, wie beispielsweise 
fluoreszierende Farbstoffe usw., mittels Penetration von Kul- 
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turmedium durch die semi -permeable, verschliessbare Deckfolie 
eingegeben. Die Zufuhr von beispielsweise Wachstumsf aktoren 
oder anderen makromolekularen Medium-spezif ischen Substanzen 
kann, abhangig von der gewahlten Porengrosse der Folie, ent- 
weder vor oder nach dem Verschliessen der Kammer bzw. des 
Weihers gewahrleistet werden. Dabei ist es vorteilhaft, bei- 
spielsweise patienteigene Seren und kostspielige Biomolekul- 
Praparationen besser vor dem Verschliessen einzugeben, urn 
deren Verbrauch zu minimieren und die Konzentration in den 
Kammern individuell kontrollieren zu konnen. 

Die beschriebene Anordnung bietet gute Bedingungen fur die 
individuelle Handhabung und die mikroskopische Beobachtung 
der dabei je entstehenden Kulturen in ihren individuellen 
Eigenschaf ten, z.B. fur die kontrollierte Exposition mit phy- 
sikalischen, chemischen oder anderen Agenzien und fur die op- 
tische und physikalisch-chemische Verfolgung und Charakteri- 
sierung sowie fur die endgultige intravitale oder postmortale 
Auf bewahrung . Diese Aufbewahrung kann beispielsweise durch 
Tiefgef rieren oder nach chemischer Fixierung erfolgen. 

Beispielsweise in der Genetik, Mikrobiologie, Immunologie, 
Onkologie, Radiobiologie, Pharmakologie, Embryologie, Zoolo- 
gie und Botanik besteht die Notwendigkeit der individuellen 
Zuchtung von einzelnen Zellen oder Vielzellproben, urn das 
Wachstum und die Eigenschaf ten von dabei je entstehenden Kul- 
turen zu beobachten, zu dokumentieren und lebendig oder fi- 
xiert aufzubewahren. Die Erfindung umfasst deshalb zusatzlich 
zur erwahnten Anordnung bzw. deren Herstellung weiter die 
Anpassung der beschriebenen Strukturen und entsprechenden 
Messverfahren zur Erfassung der zahlreichen benutzbaren, bio- 
logischen Messparametern mit Hinsicht auf die Einbettung der 
neuen Technologie in aktuelle biomedizinische und biotech- 
nische Forschung und Entwicklung sowie fur die Bedurfnisse 
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der vorgesehenen, wichtigen Anwendungen in klinischer 
Diagnostik und Therapieplanung, fur das sogenannte "gene- 
tische Engineering" und angewandte Toxikologie Oder Umge- 
bungshygiene oder Pharmakologie . 

Weil die Deckfolie der Weiher fur Bakterien, Viren und andere 
biologische Kontaminanten undurchdringlich sein kann, kann 
man die vorhandenen Mikrokammern als zellbiologische Steril- 
labors verwenden. Ein Problem ergibt sich im nur begrenzten 
Austausch von Nahrstoffen und anderen Substanzen uber die 
Deckfolie. Mit der vorgeschlagenen Konstruktion und der win- 
zigen Zellmasse der einzelnen Kulturen kann dieses Austausch- 
problem jedoch eliminiert bzw. reduziert werden. 

Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine Anord- 
nung zu schaffen, mittels welcher gleichzeitig voneinander 
weitgehendst unabhangig eine Vielzahl von Bioproben kulti- 
viert und gleichzeitig auf einfachste Art und Weise beobach- 
tet werden kann. Im Falle der monoklonalen Zellpopulationen 
sollen kammerartige Kleinstlabors geschaffen werden, welche 
speziell gunstige Konditionen fur Zuchtung und Analyse ermog- 
lichen. Damit soil beispielsweise beim Vorliegen genetischer 
Gleichformigkeit der Vorteil geboten werden, dass aus einer 
Tumorprobe, umfassend einige 100 '000 oder 1' 000 '000 Zellen, 
eine zuverlassige Charakterisierung einer reprasentativen 
Auswahl von klonierten Zellen ermoglicht wird. Die er- 
f indungsgemasse Aufgabe sollte beispielsweise in der klini- 
schen Onkologie durch das Schaffen von einzelnen, voneinander 
getrennten, individuellen Platzen fur mindestens ca. 1*000 
Klonen gelost werden, womit die Voraussetzungen geschaffen 
werden fur die gewunschte Reprasentativitat der erwahnten 
Auswahl. Die Anordnung soil selbstverstandlich auch fur die 
Zuchtung, das Studium und das Aufbewahren von kleineren Men- 
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gen der Zellpopulationen bis zu einer einzigen Zelle in einem 
Kleinlabor benutzt werden konnen. 

weitere Aufgaben bestehen darin, die Anordnung auf einfachste 
Art und Weise mit den einzelnen Zellen versehen zu konnen und 
wahrend des Kultivierens und Beobachtens des Wachtums und der 
Zelleigenschaften jeden unerwunschten ausseren Einfluss auf 
die Uniformitat der Wachstumsbedingungen in den Mikrokammern 
bzw. in den einzelnen "Weihern" zu eliminieren. 

Wiederum eine weitere Aufgabe besteht im Schaffen von geeig- 
neten Messmethoden, urn die erfindungsgemass geschaffenen An- 
ordnungen bzw. die darin angeordneten Zellen oder biologi- 
schen Kulturen wahrend der Wachstumsphase zu erfassen bzw. 
auszuwerten . 

Die erfindungsgemass gestellten Aufgaben werden insbesondere 
mittels einer Anordnung gemass dem Wortlaut nach Anspruch 1 
gelost . 

Erfindungsgemass wird eine Anordnung zum Kultivieren von Zel- 
len vorgeschlagen, welche eine Vielzahl von Kleinstkammern 
bzw. "Weihern" aufweist, welche voneinander getrennt sind und 
z. B. wabenartig auf einer scheibenartigen, planaren Unter- 
lage mit mikroskopischer Prazision angeordnet sind. Die 
Kleinstkammern sind durch eine semi -permeable Wandung bzw. 
Folie uberdeckt, d.h. gegenuber biologischen Kontaminationen 
der Umgebung verschlossen. Die Kammerstruktur ist typischer- 
weise eine sogenannte Sandwichstruktur von parallel planaren, 
dunnen Platten und/oder Folien in fur verschiedene Anwen- 
dungszwecke gewahlten Kombinationen. Dabei sind mittig in der 
Sandwichstruktur angeordnete Platten bzw. Folien teilweise 
netzartig oder wabenartig durchbrochen ausgebildet fur die 
Bildung der Kleinstkammern. Bei der Unterlage, welche eben- 
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falls Teil der "Sandwichstruktur M sein kann, handelt es sich 
dabei beispielsweise urn eine Scheibe, gebildet durch eine 
dunne Silizium-, Quarz-, Glas- oder Kunststof f struktur . Der 
Flachendurchmesser der Unterlage kann je nach Anzahl und 
Grosse der darauf anzuordnenden Kleinstkammern typischerweise 
5 - 20 cm betragen. Mit der Wahl einer kreisrunden Unterlage 
ergibt sich eine mogliche Ausf uhrungsvariante der Anordnung, 
welche sich am besten mit einer im Audio- oder Videobereich 
verwendeten Compact Disk vergleichen lasst, welche mittels 
beispielsweise mikroskopischer oder spektroskopischer Analyse 
der Kleinstkammern abgetastet werden kann. 

Die beispielsweise wabenartig angeordneten Kleinstkammern 
konnen typischerweise, jedoch nicht zwingend kreisrund aus- 
gebildet sein, mit einem Durchmesser von ca. 0,5 - 5 mm. Zwi- 
schen der die Kammergeometrie def inierenden Wabenstruktur , 
die auch die Verteilung, Form und Grosse der Kammern be- 
stimmt, und der scheibenart igen Unterlage kann, wenn vorteil- 
haft, eine dunne, transparente Folie oder eine dunne Schicht 
aus einem transparenten Gel ohne Zellaf f initat angeordnet 
werden, wie beispielsweise eine Agaroseschicht . Selbstver- 
standlich kann auch ein anderes geeignetes Material fur die 
Ausbildung dieser Schicht verwendet werden, welches gegenuber 
Zellen bzw. deren Kulturen weitgehendst inert ist oder andere 
Eigenschaf ten aufweist. 

Auf dem Boden jeder Kleinstkammer der Wabenstruktur bzw. auf 
der Unterlage bzw. auf der erwahnten Folie oder der Gel- 
schicht aufliegend, kann eine typischerweise konzentrisch 
ausgebildete zellaf finitive Flache angeordnet werden, beste- 
hend aus einer fur das Kultivieren von Zellen geeigneten dun- 
nen, zellaf finitiven Metall- oder Molekulschicht , wie bei- 
spielsweise eine konzentrisch ausgebildete "Palladiuminsel " , 
oder aus einem anderen f unktionsgleichen, f lachenbildenden 
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Material. Die Wabenstruktur selbst bzw. die Kammerwandungen 
konnen aus einem dimensionsstabilen Material, wie beispiels 
weise Kunststoff, Metall, Keramik oder einem Verbundwerkstof f 
gefertigt sein. Die semi -permeable Membran schlussendlich be- 
steht vorteilhafterweise aus einem wenigstens nahezu fur 
Licht transparenten Material, wie beispielsweise Teflon, Po- 
lycarbonat oder Polystyrol. 

weitere bevorzugte Ausf uhrungsvarianten der erf indungsgemas- 
sen Anordnung und Verfahren zum Herstellen der Anordnungen 
zum Kultivieren von Zellen sind in den Anspruchen 2 bis 20 
charakterisiert . 

Auf die einzelnen Verf ahrensschritte zur Herstellung der er- 
findungsgemassen Anordnung wird unter Bezug auf die nachfol- 
gend beschriebenen Figuren naher eingegangen. Bevorzugte Aus- 
fuhrungsvarianten des erf indungsgemassen Verfahrens sind in 
den abhangigen Anspruchen 14 bis 18 charakterisiert. 

Die vorliegende Erfindung bzw. Anordnung, ebenfalls genannt 
Kompaktzellkulturscheibe (Compact Cell Culture Disk oder 
CCCD) , erlaubt mikroskopische , molekularbiologische, bioche- 
mische und physikalisch-chemische Studien von individuellen 
Zellen bzw. Zellen oder mehrzelligen Strukturen, sowohl in 
kleiner wie in grosser Anzahl , d.h. von einer einzigen Zelle 
bis zu typischerweise einigen l'OOO Zellen unter physikalisch 
chemisch oder biologisch optimierten Bedingungen. Zusammen 
mit biologischen Materialien in die vorgeschlagene Zellkulti- 
vierungsanordnung implantiert, entsteht ein Mikrolaboratori- 
um. das die Steuerung, Beobachtung und Analyse der individu- 
ellen Kulturen bzw. deren Bildung zulasst, wobei die 
Steuerung der Milieus getrennt oder gesamthaft moglich ist. 
Sowohl die ganze Anordnung wie auch die einzelnen Kammern 
bzw. Kleinstmikrolabors konnen unter sterilen oder nichtste- 
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rilen Bedingungen gehalten werden, sowohl kurzzeitig wie auch 
fur Langzeit- wie auch permanente Lagerung, den Transport 
oder zu Beobachtungszwecken, beispielsweise unter einem 
Mikroskop oder mit spektroskopischen Methoden, beispielsweise 
durch Ausnutzung von Lichtleitern, Fotomultiplikatoren oder 
Fotodioden. 

Schlussendlich vorgeschlagen wird ein Verfahren zum Messen 
bzw. Erfassen, Auswerten und gegebenenf alls Abspeichern von 
Informationen betreffend die in der erf indungsgemass 
definierten Anordnung implantierten und gelagerten Zellen 
bzw. Zellkulturen-Klonen und andere, oben erwahnte Bioproben. 
Es handelt sich dabei vorzugsweise urn automatische , EDV-un- 
terstutzte Verfahren, die die Implantations- und Analysekapa- 
zitat sowie die Geschwindigkeit erhohen konnen, in Verbindung 
mit manueller und visueller Technik. 

Die Erfindung wird nun anschliessend beispielsweise und unter 
Bezug auf die beigefugten Figuren naher erlautert. 

Dabei zeigen: 

Fig. l ein Beispiel einer erf indungsgemassen, scheiben- 

artigen Anordnung in Obendrauf sicht , 

Fig. la,b vergrosserte Ausschnitte aus der Anordnung von 
Fig. l, 

p ig 2 schematisch und in Vergrosserung verschiedene ty- 

pischerweise verwendete individuelle Elemente bzw. 
Komponenten einer erf indungsgemassen, sandwichar- 
tigen Anordnung im Querschnitt, 
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Fig. 2a in, Querschnitt eine mogliche Ausf uhrungsvari 
einer Anordnung im zusammengesetzten sowie 
plosionsartig auseinandergezogenen Zustand, 



ante 
im ex- 



Fig. 2b eine weitere Ausf uhrungsvari ante einer erf indungs- 
gemassen Anordnung im Querschnitt, sowohl zusam- 
mengesetzt sowie in explosionsartig auseinanderge- 
zogener Darstellung, 

Fig. 2c erneut eine weitere mogliche Ausf uhrungsvariante 
einer erf indungsgemassen Anordnung im Querschnitt, 
sowohl zusammengesetzt sowie in explosionsartig 
auseinandergezogener Darstellung , 

Fig. 3a schematisch dargestellt, eine mogliche in situ- 

Messmethode an einer erf indungsgemassen Anordnung 
im Querschnitt, 

Fig. 3b schematisch dargestellt, eine weitere Messmethode 
von abgetotetem Material und mit abgedeckter An- 
ordnung im Querschnitt, 

Fig. 4a schematisch dargestellt im Querschnitt, eine Aus- 
f uhrungsvariante der erf indungsgemassen Anordnung, 

Fig. 4b schematisch dargestellt im Querschnitt, eine wei- 
tere Ausf uhrungsvariante einer erf indungsgemassen, 
durch Magnetfelder zusammengehaltenen Anordnung, 

Fig. 5a in Obendrauf sicht schematisch dargestellt eine 

erfindungsgemasse, scheibenartige , kreisrund aus- 
gebildete Anordnung, 
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Fig. 5b eine weitere Ausfuhrungsvariante in Obendrauf- 

sicht, analog einer Compact Disk ausgebildet, und 

Fig. 6 schematise*! in Perspektive dargestellt, eine mog- 
liche Anwendung der erf indungsgemassen Anordnung 
zum Untersuchen der biologischen Wirksamkeit 
verschiedener Strahlenarten in einem exponierten 
Korper als Funktion der Koordinaten in einem 
Probensystem. 

Fig. l zeigt in Obendrauf sicht ein Beispiel einer "Compact 
Cell Culture Disk" , zu deutsch einer Kompaktzellkulturscheibe 
bzw. -platte mit Kleinstkammern in zwei Ausf uhrungsvarianten, 
dargestellt in den Fig. la und lb. Der Aufbau dieser Scheibe 
1 wird unter Bezug auf die nachf olgenden Figuren 2 und fol- 
gende naher erlautert. Im Zentrumsbereich der Scheibe 1 sind 
die erfindungsgemass definierten Kleinstkammern bzw. Mikrola- 
boratorien 17 oder 18 angeordnet, umfassend je einen nach 
aussen verschliessbaren, sogenannten Weiher, wobei in jeder 
Kleinstkammer bzw. in jedem Weiher mittig eine zu kultivie- 
rende Zelle bzw. eine Zellkultur angeordnet werden kann. Aus 
fertigungstechnischen Grunden schlussendlich weist die Schei- 
be 1 im Randbereich eine Aussparung bzw. Einkerbung 19 auf, 
deren Sinn sich ebenfalls aus der nachf olgenden Beschreibung 
ergibt . 

Die in Fig. 1 dargestellte Anordnung der Kleinstkammern 17 
stellt nur ein Beispiel dar, und es ist selbstverstandlich 
moglich, die Kleinstkammern 11 auf eine x-beliebige andere 
Art und Weise auf der Scheibe 1 anzuordnen, wie sich dies 
auch aus den nachfolgend beschriebenen Figuren 5a und 5b er- 
gibt . 
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Ausschnittsweise aus Scheibe l von Fig. i sind in den beiden 
Fig. la und lb je eine Anzahl Kleinstkammern 17 dargestellt, 
wobei in den Kleinstkammern in Fig. ib im Zentrum zellaf fini- 
tive Flachen 18 vorgesehen sind, welche in den Kleinstkammern 
gemass Fig. la fehlen. Solche Flachen von verschiedener Art, 
Lage und Ausfuhrung und an verschiedenen Positionen oder an- 
dere zellaf f initive Strukturen, wie frei schwebende Partikel, 
konnen ebenfalls verwendet werden. 

Unter Bezug auf die Fig. 2 sowie 2a bis 2c sind im Quer- 
schnitt verschiedene Ausf uhrungsvarianten von moglichen er- 
findungsgemassen Anordnungen dargestellt, wobei Fig. 2 sche- 
matisch die fur den Aufbau der beschriebenen Anordnungen de- 
signierten Komponenten bzw. Einzelelemente zeigt. Fur den 
Aufbau der Anordnungen vorzusehen sind, wie in Fig. 2 darge- 
stellt, beispielsweise eine wabenartig bzw. lochartig durch- 
brochen ausgebildete Metall-, Keramik- oder Kunststof folie, 
sowie eine semi -permeable Wandung 5, welche beispielsweise 
aus Teflon, Polystyrol oder einem anderen geeigneten, vor- 
zugsweise fur Licht transparenten Material bestehen kann. Fur 
die Bildung der eigentlichen Kleinstkammern bzw. Mikrolabora- 
torien wird eine gitter- oder wabenartige Matrize 6 verwen- 
det, welche aus einem dimensionsstabilen Material gebildet 
wird, wie beispielsweise Kunststof f, Metall, Keramik oder 
einem Verbundwerkstof f bzw. verstarktem Duromeren. Diese Ma- 
trize kann aber auch aus einer mittels Oxidation oder Aetzung 
behandelten Siliziumscheibe gefertigt sein, wie bei- 
spielsweise in Fig. 2 mit dem Bezugszeichen 8 bezeichnet. In 
diesem Falle wird die oxidierte oder geatzte Siliziummatrize 
vorzugsweise mit einer durchsichtigen Quarzschicht angeord- 



net . 



Als Unterlage fur die Matrize 6 kann beispielsweise eine Si- 
liziumscheibe 7 verwendet werden, welche mit zellaf finitiven 
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Flachen 18 versehen ist, auf welchen die zu kultivierenden 
Zellen angeordnet werden konnen. Wiederum kann diese Unter- 
lage Teil einer Siliziumscheibe sein, die mittels Oxidation 
und Aetzung behandelt ist, wie beispielsweise die bereits 
oben erwahnte Scheibe in Fig. 2 mit Bezugszeichen 8. Diese 
Unterlage 7 kann aber anstelle von Silizium auch aus Quarz 
oder Glas hergestellt sein oder aus einem anderen geeigneten 
Material. Vorzugsweise ist diese Siliziumunterlage mit einer 
dunnen Agarosepolymerschicht uberdeckt, auf welcher Agargse- 
Schicht aufliegend die zellaf f initiven Flecken 18 angeordnet 
sind, beispielsweise bestehend aus Palladium. Im Gegensatz zu 
Palladium weist Agarose keine Zellaf finitat auf. Die erwahn- 
ten Palladiumf lecken eignen sich insbesondere fur das Kulti- 
vieren und Klonen von einzelnen Zellen. Auf die sogenannte 
Palladiuminseltechnik wird an dieser Stelle nicht naher ein- 
gegangen, da sie im einschlagigen Stand der Technik fur das 
optimale Kultivieren von einzelnen Zellen bestens bekannt 
ist. Verwiesen sei lediglich auf die Li teraturstelle : U. 
Amaldi, B. Larsson, Hadrontherapy in Oncology, Proceedings of 
the first international symposium on Hadrontherapy, Como, 
Italy, 18. - 21. October 1993, Excerpta Medica, International 
Congress Series 1077, 1994, Elsevier, Seiten 735 ff. Selbst- 
verstandlich konnen auch andere ahnliche Verfahren fur diese 
Zwecke benutzt werden. 

Je nach gewahlter Anordnung ist es moglich, die Sandwichkon- 
struktion magnetisch zusammenzuhalten, weshalb die Verwendung 
einer Magnetscheibe 9 vorzusehen ist. Diese Magnetscheibe 
kann, wie mit Bezugszeichen 9 dargestellt, flachig ausgebil- 
det sein oder aber wabenartig bzw. lochartig durchbrochen, 
wie mit Bezugszeichen 10. Letztere Magnetscheibe ist dann 
notwendig, wenn beispielsweise durch diese Magnetscheibe hin- 
durch optische Analytik betrieben wird. 
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Fur das sichere Lagern, Handhaben and den Transport der sand 
wichartxgen. erf indungsgemassen Anordnung bzw. Analysestruk 
tur ist es vorteilhaft, ein Behaltnis 11 vorzusehen, welches 
beispielsweise eine Edelstahlbox sein kann mit mindestens 
einseitig vorgesehenen Beobachtungsf enstern. 

in Fig. 2a nun ist ein Behalter 11, beinhaltend eine Anord- 
nung 12, im Querschnitt dargestellt. Zum besseren Verstandnis 
ist die Anordnung 12 explosionsartig auseinandergezogen 
ebenfalls in Fig. 2 a dargestellt, womit die einzelnen, aus 
Fig. 2 verwendeten Komponenten sichtbar werden. Die Struktur 
bzw. Anordnung 12 entspricht dabei dem Schnitt entlang der 
Linie A- A aus Fig. lb. 

Die Struktur bzw. Anordnung 12 besteht primar aus einer wa- 
benartigen bzw. gelochten Siliziumscheibe, welche mit einer 
Quarzfolie bzw. Quarzscheibe 8 kombiniert werden kann. Die 
lochartigen Oeffnungen der Siliziumscheibe 8 konnen durch 
Oxidation oder Aetzung aus einer Siliziumscheibe erhalten 
werden. Die Quarzoberf lache ist vorzugsweise mit einer Agaro- 
sepolymerschicht iiberdeckt, welches Material keine Zellaffi- 
nitat aufweist. Die Struktur gemass Fig. 2a umfasst weiter 
eine die Waben uberdeckende Membran 5 sowie eine emeut wa- 
benartig ausgebildete Nickelfolie 4, wobei die Wabenstruktur 
deckungsgleich ist zu derjenigen der Siliziumscheibe 8. Urn 
die erfindungsgemasse Struktur bzw. Anordnung zusammenzuhal - 
ten wird entgegensetzt zur Siliziumwabe an der Quarzschicht 
eine Magnetscheibe 10 angeordnet, welche wiederum deckungs- 
gleich zur Siliziumwabe mit entsprechenden Oeffnungen verse- 
hen ist. Durch das Anordnen der Metallfolie und der 
Magnetscheibe wird infolge der Magnetkrafte die Anordnung 
zusammengehalten. Zur sicheren Lagerung schlussendlich wird 
die Anordnung 12 in einem Behaltnis 11, zum Beispiel aus 
Edelstahl, eingefuhrt und darin gelagert. Dabei kann diese 
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Edelstahlbox einseitig oder beidseitig mit f ensterartigen 
Oeffnungen versehen sein, welche wiederum deckungsgleich sind 
zur Siliziumwabenstruktur . Diese f ensterartigen Oeffnungen 
dienen dazu, dass die Anordnung bzw. Struktur bzw. die darin 
angeordneten Zellen bzw. Zellkulturen durch geeignete Analy- 
segerate 21 bzw. 21a analysiert bzw. beobachtet werden kon- 
nen. Wie insbesondere in der zusarranengesetzten Struktur dar- 
gestellt, weisen als Beispiel einer zellaf f ini tiven Struktur 
die einzelnen Kammern auf der Quarzoberf lache im Zentrum eine 
Palladiuminsel 18 auf. 

Auf diese Palladiuminsel kann sich eine einzelne Zelle 23 
anhaften, worauf die Kultivierung der Zelle einsetzt. Die 
einzelnen Kammern sind mit verschiedenen Flussigkeiten, wie 
Seren, Nahrsubstanzen, Wirksubstanzen usw. versetzt. Da die 
Struktur mittels der semi-permeablen Wandung 5 uberdeckt bzw. 
verschlossen ist, ist es moglich, wahrend des Kultivierungs- 
vorganges weitere Substanzen in die Kammern einzugeben. Diese 
semi -permeable Wandung kann beispielsweise aus Teflon, Poly- 
styrol oder einem anderen geeigneten transparenten Material 
sein . 

In Fig. 2b ist erneut, sowohl zusammengesetz t wie auch explo- 
sionsartig auseinandergezogen, eine weitere, erf indungsgemas- 
se Anordnung schematisch im Querschnitt und ausschni ttsweise 
dargestellt. Wiederum entspricht der Ausschnitt in etwa dem 
Schnitt A-A aus Fig. lb, wobei jedoch in Fig. 2b keine in die 
Struktur eingegebenen Zellen dargestellt sind. In der Anord- 
nung bzw. Struktur gemass Fig. 2b wird auf eine Silizium- 
scheibe 7 eine Matrize 6 aufgelegt, beispielsweise bestehend 
aus Polycarbonat . Wiederum wird die Matrize durch eine Mem- 
bran 5 uberdeckt, und die ganze Anordnung wird durch eine 
Metallfolie und Magnetscheibe mittels Magnetkraf ten zusammen- 
gehalten. Fur die Lagerung der Anordnung ist erneut ein Be- 
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haltnis 11 vorgesehen, wobei jedoch im Beispiel gemass Fig. 
2b die Analytik von oben durch den Deckel des Behaltnisses li 
vorgesehen ist, mittels beispielsweise eines Messgerates 21. 
Im vorliegenden Beispiel ist es vorteilhaft, wenn erneut die 
Siliziumscheibe mittels einer Agaroseschicht versehen ist. 
Wiederum auf der Agaroseschicht sind Palladiuminseln 18 vor- 
gesehen fur das Eingeben der entsprechenden Zellen. 

Selbstverstandlich ist es moglich, sowohl bei Struktur 12 ge- 
mass Fig. 2a wie auch bei Struktur 13 gemass Fig. 2b stark 
unterschiedliche Dimensionierungen bei der Ausgestaltung der 
einzelnen Mikrokammern zu wahlen, doch haben sich die nach- 
folgenden Bemassungen beispielsweise als geeignet erwiesen: 

Durchmesser der Siliziumscheibe: ca. 10 - 20 cm; 
Dicke der Siliziumscheibe: 0,3-1 mm; 
Dicke der Agaroseschicht: < lO/i; 

Innendurchmesser der vorzugsweise kreisrund ausgebildeten 
Kleinstkammern 11: ca. 0,5 - 5 mm; 

Wandstarke der Wabenstruktur zwischen den einzelnen Kammern: 
ca. 0,2 mm; 

Hone der Wandungen der Wabenstruktur: ca. 0,1 - 2 mm; 

Durchmesser der Palladiuminsel : ca . 0,3 mm, 

Dicke der Polymerdeckschicht bzw. der semi-permeablen Mem- 
bran, beispielsweise bestehend aus Teflon: < 10/i. 
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In Fig. 2c ist erneut ein Ausschnitt schematisch im Quer- 
schnitt einer weiteren moglichen Ausf uhrungsvariante einer 
erf indungsgemassen Anordnung 14 dargestellt, vorgesehen bei- 
spielsweise fur die Durchfuhrung von Messungen, zum Beobach- 
ten oder fur analytische Messmethoden durch den Boden des Be- 
haltnisses 11. Die Struktur besteht erneuc aus einer Silizi- 
um-Quarzscheibe 8, einer Metallfolie 4 sowie einer am Boden 
des Behaltnisses 11 angeordneten Membran 5. Ueberdeckt wird 
die Struktur durch eine Magnetscheibe 9, welche gleichzeitig 
den Deckel des Behaltnisses bzw. der Edelstahlbox 11 bildet. 

Die erf indungsgemass dargestellten Kompaktzellkulturanordnun- 
gen bzw. -strukturen 12 bis 14, umfassend die in den Fig. 2a 
- 2c detailliert beschriebenen Kammerstrukturen, eignen sich 
insbesondere fur das Untersuchen von Tumoren, die eine Viel- 
zahl unterschiedlicher Zellen beinhalten. Dabei wird zunachst 
der Zellhaufen einer Tumorprobe (Biopsie) aufgeteilt in ein- 
zelne Zellen dispergiert. Die Praxis hat gezeigt, dass es 
notwendig ist, eine relativ grosse Anzahl dieser einzelnen 
Zellen zu untersuchen. Eine derartige Probe umfasst in der 
Regel ca . 100' 000 bis 1' 000' 000 einzelne Zellen, weshalb es 
wunschenswert ist, mindestens einige l'OOO einer einzelnen 
Probe zu untersuchen, urn ein signif ikantes Bild der Tumor- 
biopsie zu erhalten. Die Auftrennung, Dispergierung einer 
derartigen Zellbiopsie ist bestens bekannt . 

Die einzelnen Zellen, erhalten durch die erwahnte Dispergie- 
rung, werden nun in die einzelnen, noch nicht verschlossenen 
Weiher 17 eingegeben. Schliesslich wird die Wabenstruktur 
mittels der semi-permeablen Wandung 25 nach aussen hin ver- 
schlossen, und zwar auf die erwahnte Palladiuminsel 18. Nach 
dem Fullen und Schliessen der Kammern 17 werden in der Regel 
standardisierte, niedrig molekulare Wachstumskomponenten bzw. 
Nahrstoffe via der Deckfolie eingegeben. Der Vorteil der er- 
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findungsgemass beschriebenen Anordnung bzw. Struktur liegt 
nun darin, dass sie eine Vielzahl von kompakten, biologisch 
sterilen Mikrolaboratorien aufweist, welche folgende Moglich- 
keiten eroffnet: 

1. Die Implantation von einer beliebigen Anzahl einzelner zu 
kultivierender Zellen (aus einer Probe von mehreren 
l'OOO) in individuelle, in sich geschlossene Kammern, 
welche anschliessend beobachtet und visuell sowie instru- 
mentell analysiert werden konnen. 

2. Morphologische oder spektroskopische Untersuchungen der 
Kulturen und ihrer Umgebungsmedien unter optimalen 
optischen Bedingungen mittels aufrechter oder invertier- 
ter, konvent lonelier oder konfokaler Laserskanning-Mikro- 
skopie . 

3. Die Moglichkeit des Hinzufugens von standardisierten, 
niedrigmolekularen Mediumkomponenten, wie Puffer, Nahr- 
stof fe, Antibiotika . 

4. Eliminierung von Abf allprodukten, abgegeben durch die 
lebende und wachsende Zelle durch die semi -permeable Wan- 
dung hindurch. 

5. Versorgen der einzelnen Kammern mit Atmungs- oder anderen 
Gasen, wiederum durch die semi -permeable Wandung hin- 
durch. 

6. Kontinuierliches oder temporares Hinzufugen von niedrig- 
molekularen Wirksubstanzen, wie Pharmaka oder toxischer 
Umgebungs f akt oren . 
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7. Steuerung des biochemischen und, falls relevant, des mi- 
krobiologischen Milieus, individuell fur jede Kultur zum 
Zeitpunkt der Implantation oder zu irgendeinem Zeitpunkt 
mittels Mikroinjektion durch die Deckfolie hindurch. 

8. Gemeinsame oder dif f erenzierte Beeinf lussung der nicht- 
chemischen Testmodalitaten, wie ionisierte oder nichtio- 
nisierte Strahlen zu irgendeinem Zeitpunkt mittels exter- 
ner Exposition. 

9. Gemeinsame oder dif f erenzierte Tempera tursteuerung. 

10. Sterile Bedingungen fur die Kulturen wahrend des Lagerns, 
Transports, Handlings, des Analysierens und des 
Beobachtens in nichtsteriler Umgebung. 

In den Fig. 2a bis 2c ist schematisch ein Mikroskop oder an- 
deres optisches Gerat 21 bzw. 21a dargestellt, urn darzustel- 
len, wie die Zellen in einer einzelnen Kammer wahrend der 
Untersuchung beobachtet bzw. analysiert werden konnen. Dabei 
hat es sich beispielsweise gezeigt, dass gesunde Zellen so- 
genannte "Monolayers" bilden, die einfach mit konvent ionel ler 
Mikroskopie beobachtet werden konnen, wahrenddem sogenannte 
transf ormierte Zellen ( "Tumorzellen" ) eine "Multilayer " - 
Struktur bilden konnen, was besser mittels eines konfokalen 
Mikroskopes beobachtet bzw. analysiert werden kann. 

Die Ausgestaltung der erf indungsgemass definierten Kompakt- 
zellkulturplatte basiert auf einem neuartigen Konstruktions- 
prinzip von Zellkulturmikrokammern und dem Anordnen derarti- 
ger Kammern, womit sowohl begrenzte wie auch grossangelegte, 
manuelle oder automatische Isolation, Kultivierung, Charakte- 
risierung und Archivierung von individuellen , lebenden Zel- 
len, Zellpopulationen oder strukturierten Systemen von Zel- 
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len, wie kleine multizellulare Organismen oder Tumor- oder 
Gewebeexplantate , moglich werden. 

Die erfindungsgemass beschriebene Kompaktzellkulturplatte, 
sandwichartig aufgebaut auf einfachen scheibenartigen Kompo- 
nenten, bringt riesige Anwendungs- und Handling-Vorteile mit 
sich. Zum einen ist sie relativ klein und kompakt, und zum 
andern ist auf ihr eine sehr grosse Vielzahl von Informatio- 
nen gespeichert, welche mit bester Prazision auf einfachste 
Art und Weise analysierbar bzw. abrufbar sind. So kann eine 
derartige Zellkulturplatte bzw. -scheibe analog einer Compact 
Disk in ein Analysegerat bzw. Bearbeitungsgerat eingegeben 
werden, und mittels genau festgelegten Koordinaten kann pra- 
zise eine spezifische Zellkammer bestimmt analysiert bzw. 
beeinflusst werden. Auf diese Art und Weise konnen die vielen 
Kleinstmikrolabors relativ schnell abgetastet werden, belie- 
big oder systematisch, beispielsweise durch stufenweises , ra- 
dielles und azimutales Bewegen der Scheibe. 

Eine Vielzahl von Anwendungen ergibt sich fur die erfin- 
dungsgemass beanspruchte Kompaktzellkulturplatte, wie bei- 
spielsweise in der Molekular- oder Zellulargenetik, in der 
Mikrobiologie, in der Tumorbiologie, Toxikologie, Pharmakolo- 
gie und Radiobiologie . Die "Compact Cell Culture Disk" (kurz 
CCCD) eignet sich fur automatisierte Routineanwendungen in 
der Biotechnologie, klinischen Medizin oder Umwelttechnologie 
und findet beispielsweise auch Anwendung im Bereich des Un- 
terrichtes. Itn speziellen erlaubt die stark erhdhte Kapazi- 
tat, Prazision, Reproduzierbarkeit und Aseptizitat sowohl in 
manuellen wie auch Computer-gesteuerten Verfahren das Durch- 
fuhren von sogenanntem "cell cloning", d.h. Isolation, Kulti- 
vierung, Charakterisierung und dem Archivieren von einzelnen 
Klonen . 
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In den Fig. 3a und 3b sind schematise*! zwei mogliche Mess- 
bzw. Analysemethoden angedeutet, gemass welchen die zu kulti- 
vieren den bzw. die kultivierten Zell- bzw. Zellkulturen be- 
obachtet bzw. analysiert werden kdnnen. Dabei zeigt Fig. 3a 
schematisch im Querschnitt eine erf indungsgemasse Anordnung 1 
mit nach oben fur Messungen zugangliche Kleinstkammern bzw. 
Laboratorien 17. Die Beobachtung bzw. Analyse der einzelnen 
Zellflecken 23 erfolgt somit in situ wahrend des Kultivie- 
rungsvorganges, beispielsweise mittels eines optischen Gera- 
tes 21, wobei selbstverstandlich andere Analysegerate verwen- 
det werden konnen. Diese Messmethode ist vorteilhaft anwend- 
bar wahrend des Kultivierungsvorganges , da er sich beliebig 
wiederholen lasst. Dabei wird die gesamte Kompaktzellkultur- 
platte bzw. -scheibe 1 abgetastet, um eine bestimmte Auswahl 
Oder samtliche, in der Anordnung vorgesehene, Kammern 17 
abzutasten. In Fig. 3b ist demgegenuber fur abschliessendes , 
genaustes Messen bzw. fur das Abklaren des Materials die ge- 
samte Abdeckung der ursprunglichen Struktur entfernt worden, 
und die Zellkulturen bzw. die kultivierten Bioproben liegen 
in Form toten fixierten, evt . gef riergetrockneten oder ver- 
aschten Materials 25 vor. Die Messung bzw. Analyse des abge- 
tdteten Materials erfolgt mittels in der angedeuteten Pfeil- 
richtung inzidenter Photonen- oder Neut ronenstrahlung . Der 
grosse Vorteil dieser Messmethode liegt darin, dass sie ei- 
nerseits genauste Resultate vermittelt und andererseits durch 
das fast parallele Auftreffen der Strahlen auf das zu unter- 
suchende Material keine Streuung in die darunterliegende Un- 
terlage, wie beispielsweise die Siliziumscheibe , erfolgt. 
Messungen mittels Photonen der anderen Partikelstrahlung bzw. 
Rontgenstrahlung oder thermischer Neutronen ist aus dem Stand 
der Technik bestens bekannt. 

Im Gegensatz zu den in den Fig. 2a bis 2c ausschnittsweise 
dargestellten Kleinstkammerst rukturen bzw. Anordnungen 12 
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bis 14, welche sandwichartig mittels Magnetkraf ten zusammen- 
gehalten werden, ist es selbstverstandlich auch moglich der- 
artige Anordnungen b 2 w. Strukturen auf konventionelle Art und 
Weise, mittels Verklebung, herzustellen . Dies i st insbesonde- 
re dann notwendig, wenn, wie in Fig. 4b im Schnitt und sche- 
matisch dargestellt, die dabei auftretenden Magnetf elder bei 
der Kultivierung von Zellen als storend empfunden werden 
Gegebenenfalls kann es also von Nachteil sein, falls die 
Sandwichstruktur mittels Magnetfelder zusammengehalten wird 
und es besteht deshalb gegebenenfalls die Forderung, eine 
erfindungsgemasse Kompaktzellkulturplatte bzw. eine ' Anordnung 
Oder Struktur herzustellen, wie in Fig. 4a schematised darge- 
stellt. d.h. ohne dass irgendwelche Magnetfelder vorhanden 
sind. Eine derartige erfindungsgemasse Kompaktzellkul- 
turplatte kann vorzugsweise entsprechend den nachfolgend be- 
schriebenen Verf ahrensschritten hergestellt werden: 

1. Schaffen der wabenartigen Struktur bzw. Matrize 6 aus ei- 
nem relativ steifen Material, wie beispielsweise Polycar- 
bonat, Silizium, Keramik oder Teflon beschichtetem 
Nickel, mit vorzugsweise kreisrunden Lochungen, welche 
vorgesehen sind fur die Bildung der Kleinstkammern 17. 
Dabei wird vorzugsweise eine moglichst hohe Packungsdich- 
te gewahlt, damit auf kleinstem Raum moglichst viele 
Kleinstkammern 17 ausgebildet werden konnen. 

2. Diese gitter- oder wabenartige Struktur bzw. Matrize wird 
auf eine dunne Polymerfolie 5 (Membran) , beispielsweise 
bestehend aus Teflon oder Polystyrol aufgeklebt, wobei 
als Klebstoff beispielsweise ein Siliconderivat oder ein 
UV-hartendes Polymer verwendet werden kann. Die Polymer- 
folie bildet die oben beschriebene , beliebig beschaffene, 
vorzugsweise semi -permeable Abdeckung 5 der einzelnen 
Kammern 17. 
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3. Fullen der einzelnen Weiher 17 mit Nahrstof f f lussigkei- 
ten, Seren, Wirksubstanzen usw. 



4. Eingeben der einzelnen Zellen 13 in die nach oben offenen 
Kammern 11. 



5. Auf einen Silizium-Waf er bzw. eine Glasplatte, beispiels- 
weise aufweisend einen Durchmesser von ca. 10 cm, wird 
zunachst eine dunne Polymerschicht , beispielsweise beste- 
hend aus Agarose, auf gegeben . In Uebereinst immung mit der 
Wabenstruktur konnen auf dem Silizium-Waf er bzw. auf der 
Agaroseschicht die Palladiuminseln oder andere Strukturen 
aufgetragen oder eingegeben werden. 

6. Der so hergestellte Silizium-Waf er wird auf die oben er- 
wahnte Wabenstruktur aufgebracht, wobei vorzugsweise so- 
wohl Wabenstruktur wie der Silizium-Waf er eine Markierung 
bzw. eine Einkerbung 19 (Fig. 1) aufweisen, damit der Si- 
lizium-Wafer deckungsgerecht auf der Wabenstruktur aufge- 
bracht wird. Die Verklebung des Silizium-Waf ers mit der 
Wabenstruktur erfolgt beispielsweise mittels Siliconfett. 

7. Schlussendlich wird die so hergestellte, erf indungsgemas- 
se Anordnung bzw. Kompaktzellkulturplat te urn 180° in die 
Lage gemass Fig. 3 gedreht, so dass der Silizium-Waf er 
als Unterlage bzw. Auf lage 23 dient . 

Alternativ dazu besteht die Moglichkeit, dass anstelle des 
Verklebens von einerseits Kunststof folie mit der wabenartigen 
Struktur und anderseits der wabenartigen Struktur mit der Si- 
liziumscheibe die bereits erwahnten Magnete verwendet werden. 
Zu diesem Zweck wird beim Herstellen der noch einseitig offe- 
nen Wabenstruktur gemass Fig. 2 die Polymerf olie , bildend die 
semi -permeable Wand, auf eine gitterartige Nickel- oder Edel- 
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stahlfolie aufgegeben, welche in Uebereinstimmung mit den Wa- 
benlochungen ebenfalls Lochungen aufweist. Wiederum kann je 
durch eine seitliche Einkerbung 19 i n der Metallfolie und der 
Polycarbonat-Wabenstruktur sichergestellt werden, dass die 
einzelnen Kammern 17 durch die Nickel- oder Metallfolie hin- 
durch, beispielsweise zu Analysezwecken, sichtbar sind. Nach 
Aufbringen der Siliziumscheibe 7 wird auf der Ruckseite der 
Siliziumscheibe eine Magnetplatte 9 aufgelegt, so dass die so 
gebildete Anordnung bzw. Kompaktzellkultur-Sandwichstruktur 
mitcels magnetischer Krafte zusammengehalten wird. Schliess- 
lich wird erneut die so gebildete Kompaktzellkulturplatte un, 
180° gedreht, wodurch die einzelnen Kammern 17 durch die Lo- 
chungen in der Folie hindurch zu Analyse- oder Bearbeitungs - 
zwecken sichtbar sind. Alternativ oder zusatzlich zur Magnet- 
folie ist es auch moglich. die wabenartige Struktur statt aus 
einem Polymer beispielsweise aus Nickel oder anderem magne- 
tischem Material herzustellen . 

In Fig. 5a ist ein weiteres Beispiel einer sogenannten "Com- 
pact Cell Culture Disk" dargestellt, wobei mit Ausnahme einer 
relativ schmalen Randpartie die ganze Platte mit der waben- 
artigen Struktur bzw. mit einzelnen Kleinstkammern versehen 
ist. Auf diese Art und Weise wird es beispielsweise moglich, 
bei einer Scheibe mit einem Durchmesser von 10 cm und einzel- 
nen Kleinstkammern mit einem Durchmesser von 0,8 mm uber 
8' 000 Kleinstkammern anzuordnen. 

Fig. 5b zeigt wiederum eine weitere, erf indungsgemasse Ausge- 
staltung einer "Compact Cell Culture Disk", insbesondere ge- 
eignet fur das Lagern, Kultivieren und Analysieren von Zellen 
bzw. Zellkulturen oder anderen Bioproben von unterschiedli- 
chen Versuchsreihen. So ist es beispielsweise moglich, Zellen 
von einer ersten Probe in den Bereich der Struktur 3 3 einzu- 
geben, wahrenddem Zellen von einer zweiten Probe in die ein- 



8N8OOCI0:<WD «T13S3M1> 



WO 97/13839 



PCT/CH96/00332 



- 23 - 



zelnen Kammern bzw. Weiher der Struktur bzw. des Bereiches 3 5 
einzugeben sind usw. In den jeweils zwischen diesen Hauptbe- 
reichen liegenden Zwischenbereichen 34 bzw. 44 ist es mog- 
lich, Ref erenzzellen einzugeben, oder aber Zellen zu kulti- 
vieren und zu beobacht en, fur deren Kultivierung nur eine 
relativ kleine Anzahl notwendig ist. 

In Fig. 6 schlussendlich ist eine Anwendung der erf indungs- 
gemass beschriebenen Anordnungen dargestellt, insbesondere 
geeignet in der Strahlenf orschung und Strahlenmedizin . In 
eine Modellstruktur 31, beispielsweise gefullt mit Wasser, 
werden die einzelnen erf indungsgemass hergestell ten Kompakt- 
zellkulturscheiben 1 eingegeben, wie in Fig. 6 dargestellt. 
Nun ist es moglich, die biologische Wirksamkeit in Funktion 
der Koordinaten der verschiedenen Probensysteme bzw. Proben 
auf den verschiedenen Kompakt zellkul turscheiben zu untersu- 
chen. Dies geschieht dadurch, indem die Modellstruktur 31, 
beinhaltend die Kompaktzellkulturscheiben , elektromagnetisch- 
en Feldern, Rontgen-, Protonen-, Neutronen- oder x-beliebigen 
anderen Strahlen 30 ausgesetzt wird. Je nachdem, wo eine ein- 
zelne Kleinstkammer 17 im Koordinatensystem der Modellstruk- 
tur 31 angeordnet ist, ergibt sich eine unterschiedliche Ex- 
position zu den durch die Struktur 31 gefuhrten Wellen. 

Bei den in den Figuren 1-6 dargestellten, erf indungsgemass 
definierten Zellkultivierungsanordnungen, d.h. "Compact Cell 
Culture Disks" handelt es sich selbstverstandlich nur urn Bei- 
spiele, welche auf x-beliebige Arc und Weise abgeandert, mo- 
difiziert und erganzt werden konnen. Insbesondere ist es auch 
moglich, anstelle der erwahnten Bemassungen andere Dimensio- 
nen zu verwenden und anstelle der verwendeten Materialien 
andere geeignete zu verwenden. So ist es beispielsweise mog- 
lich, anstelle von Palladium ein anderes geeignetes 
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Edelmetall, organische Substanzen oder chemisch fixierte Li- 
ganden zu wahlen. Auch anstelle von Polycarbonat kann ein an- 
deres geeignetes, vorzugsweise transparentes , hydrophobes Po- 
lymer, ein Metall, ein Halbleiter- oder Isolatormaterial ver- 
wendet werden. Auch als semi -permeable Deckschicht konnen an- 
stelle von Teflon oder Polystyrol andere Material ien verwen- 
det werden, wie sie allgemein fur die Herstellung von voll- 
permeablen, semi-permeablen oder nicht permeablen Wandungen 
verwendet werden. Die Verwendung von Agarose auf dem Silizi- 
um-Wafer drangt sich insbesondere deshalb auf, da Agarose 
inert ist und von Zellen bei deren Wachstum gemieden wird. Es 
ist aber selbstverstandlich moglich, andere Materialien fur 
die Beschichtung des Silizium-Wafers zu verwenden, welche 
geeignete Eigenschaf ten aufweisen. Schliesslich kann anstelle 
der Siliziumscheibe eine durchsichtige Scheibe verwendet wer- 
den (Quarz oder ein anderes Glas) oder wiederum eine Scheibe, 
bestehend beispielsweise aus Polycarbonat oder einem anderen' 
Polymeren, welche eine geringe Wasseraufnahme aufweist, war- 
mebestandig ist, dimensionsstabil ist und eine hohe Schlagza- 
higkeit aufweist. Verschiedene Kompositmaterialstrukturen 
sind ebenfalls aktuell, wie beispielsweise eine Wabenstruktur 
von Silizium mit vorgesehenen Lochungen, die mit Quarzfen- 
stern versehen sind. 

Auch in bezug auf die mogliche Anwendung der erf indungsgemass 
definierten Anordnung sind keine Grenzen gesetzt. Nebst den 
beschriebenen Anwendungsmdglichkeiten ist es insbesondere 
auch moglich, derartige Kompaktzellstrukturscheiben in der 
Raumfahrt zu verwenden. So ist es beispielsweise moglich, 
Zellen bzw. Zellkulturen, angeordnet auf einer erf indungsge- 
mass definierten Kompaktzellkulturscheibe, Weltraumbedingun- 
gen auszusetzen, urn so beispielsweise Auswirkungen von Schwe- 
relosigkeit, von kosmischen Strahlungen usw. auf die einzel- 
nen Zellen wahrend deren Kultivierung zu untersuchen. 
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Wesentlich ist, dass bei der Wahl der verschiedenen Materia- 
lien eine Anordnung zum Kultivieren von Zellen erhalten wer- 
den kann, wodurch es moglich wird, eine Vielzahl von Kleinst- 
katranern auf einer Unterlage anzuordnen, welche voneinander 
getrennt werden konnen, durch eine vorzugsweise semi -perme- 
able Wandung von der Umgebung verschlossen sind und durch 
geeignete Fensterof f nungen beobachtet werden konnen. 
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Patentanspriiche : 

1. Anordnung zum Kultivieren von Zellen und/oder von anderen 
Bioproben, gekennzeichnet durch eine Vielzahl von Kleinstkam- 
mern bzw. von mat vorzugsweise transparenten Folien uberdeck- 
ten Weihern (17), welche voneinander getrennt sind und welche 
durch eine Wandung (5) von wahlbar definierter Permeabilitat 
von der Umgebung verschliessbar sind. 

2. Anordnung, insbesondere nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Kleinstkammern bzw. mit der Wandung (25) 
uberdichtbare Weiher (17) auf einer scheibenartigen, plana - 
ren, wenigstens nahezu glatten Unterlage (7) angeordnet sind. 

3. Anordnung, insbesondere nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie aus einer Sandwichstruktur besteht, von 
aufeinander abgestimmten bzw. zueinander angepassten kongru- 
enten scheiben- oder f olienartigen Elernenten, wobei zur Bil- 
dung der Kleinstkammern eine oder mehrere der Scheiben oder 
Folien eine waben- oder matrixartige Struktur mit Lochungen 
(17) aufweist. 

4. Anordnung, insbesondere nach einem der Anspruche 2 oder 3, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Unterlage durch eine dunne 
plan-parallele, vorzugsweise glatte Scheibe von optisch hoher 
und gleichformiger Qualitat gebildet wird. 

5. Anordnung, insbesondere nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein Teil der Kammern 
bzw. Weiher (17) durch eine auf einer Unterlage (7) auflie- 
genden und mit dieser fest verbundenen, wabenartigen 
Gitterstruktur oder Matrize (6) gebildet wird, wobei die der 
Unterlage (7) entgegengesetzten Oeffnungen der Kammern (17) 
bzw. der Gitterzwischenraume mittels einer vorzugsweise semi- 
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permeablen Membran (5) oder Folie uberdecktbar bzw. ver- 
schliessbar sind. 

6. Anordnung, insbesondere nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, dass die einzelnen Kammern bzw. Wei- 
her (17) mit hoher Prazision kreisrund ausgebildet sind mit 
einem Durchmesser von ca. 0,2 - 5 mm und dass mindestens ein 
Teil der Kammern in Form einer Wabenstruktur angeordnet ist . 

7. Anordnung, insbesondere nach einem der Anspruche 2 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , dass die Unterlage (7) mittels einer 
vorzugsweise transparenten Gel- oder Polymerschicht ohne 
Zellaf f initat uberdeckt ist, auf welcher die Weiher (17) an- 
geordnet sind. 

8. Anordnung, insbesondere nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, dass auf dem Kammerboden, auf der Un- 
terlage bzw. der Gel- oder Polymerschicht aufliegend, je ein 
punktformig oder inselformig ausgebildeter Fleck, bestehend 
aus einer fur das Kultivieren von Zellen geeigneten dunnen 
Schicht, angeordnet ist. 

9. Anordnung, insbesondere nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Gitterstruktur bzw. die Kam- 
merwandungen (15) aus einem steifen und dimensionsstabilen 
Material, wie insbesondere Polycarbonat , Silizium, einem me- 
tallischen Werkstoff, Keramik oder einem Verbundwerkstof f be- 
steht . 

10. Anordnung, insbesondere nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, dass die vorzugsweise semi -permeable 
Deckmembran (5) aus einem Polymermaterial , wie beispielsweise 
Teflon, Polystyrol oder Polycarbonat, mit wahlbaren Permeabi- 
litatseigenschaf ten, besteht . 
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11. Anordnung, insbesondere nach einem der Anspruche 3 bis 

10, dadurch gekennzeichnet, dass die kreisrunde Scheibe einen 
Durchmesser von ca. 5 - 20 cm aufweist mit einer zentralen 
Lochung (7), urn die Scheibe auf einer Halterung eines Mikros- 
kopes, Messgerates bzw. Bearbeitungsgerates anzuordnen. 

12. Anordnung, insbesondere nach einem der Anspruche l bis 

11. dadurch gekennzeichnet, dass die Anordnung bzw. Struktur 
mittels einer Magnetanordnung sandwichartig zusammengehalten 
ist . 



13. Anordnung, insbesondere nach einem der Anspruche l bis 
12, dadurch gekennzeichnet, dass die Anordnung in einem Be- 
haltnis (11) angeordnet ist, wie beispielsweise in einer 
Edelstahlbox, mit einseitig oder beidseitig fur Licht durch- 
lassige Oeffnungen, um bei im Behaltnis angeordneter Anord- 
nung Messungen durchzuf uhren. 

14. Verfahren zur Herstellung einer Anordnung zum Kultivieren 
von Zellen oder anderen Bioproben, gekennzeichnet durch die 
Schritte : 

- des Ausbildens einer gitter- oder wabenartigen Struktur 
(6), beinhaltend als Zwischenraume bzw. Lochungen die offenen 
Kultivierungsraume (17) fur die einzelnen Zellen oder Bio- 
proben, d.h. fur das Bilden der Kleinstlabors bzw. der Wei- 
her, 

des Aufbringens und Verbindens der gitter- oder waben 
artigen Struktur auf einer semi-permeablen Folie (5) bzw. 
Deckschicht, 

- des Fullens der einzelnen, nach unten durch die semi -per- 
meable Folie bzw. Deckschicht verschlossenen Zwischenrau- 
me bzw. Lochungen (17) mit Nahrstoffen, Seren, Wirksub- 
stanzen und/oder anderen flussigen bzw. gelosten oder 
losbaren Bestandteilen, 
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des Eingebens der Zellen (23) bzw. Bioproben in die ein- 
zelnen Zwischenraume bzw. Lochungen bzw. Kammern (17), 
des Aufbringens einer scheibenartigen Platte (7) als Un- 
terlage, urn die Lochungen bzw. Zwischenraume entgegenge- 
setzt zur semi-permeablen Folie bzw. Deckschicht (5) zu 
verschliessen, und 

des Drehens der gebildeten Anordnung urn 180°. 

15. Verfahren, insbesondere nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die semi -permeable Wandung mit der waben- oder 
gitterartigen Struktur mittels eines UV-hartenden Materials 
fest verbindbar ist. 

16. Verfahren, insbesondere nach Anspruch 14 oder 15, dadurch 
gekennzeichnet , dass die scheibenartige Unterlage (7) aus Si- 
lizium, Quarz oder Glas gefertigt wird, anschliessend mittels 
einer vorzugsweise transparenten Gel- oder Polymerschicht 
ohne Zellaf f initat , vorzugsweise einer Agaroseschicht (17), 
beschichtet wird und schliesslich geometrisch ubereinstimmend 
mit den Zwischenraumen bzw. Lochungen (11) der Struktur (15) 
mit punkt- bzw. inself ormigen zellaf finitiven Flecken (14) 
versehen wird, worauf anschliessend die Unterlage derart 
deckungsgerecht mit der Struktur verbunden wird, dass jeweils 
der Fleck im wesentlichen mittig im Zwischenraum bzw. der Lo- 
chung zu liegen kommt . 

17. Verfahren, insbesondere nach einem der Anspruche 14 bis 
16, dadurch gekennzeichnet, dass die Unterlage und die Struk- 
tur mittels einer fettartigen Substanz, wie Siliconfett, fest 
miteinander verbunden werden. 

18. Verfahren, insbesondere nach einem der Anspruche 14 oder 
16, dadurch gekennzeichnet, dass die Deckschicht (25) auf 
eine mit Lochungen versehene Metallplatte bzw. -folie aufge- 
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legt wird, wobei die Lochungen geometrisch den Zwischenraumen 
bzw. Lochungen der Struktur entsprechen, und anschliessend an 
das Aufbringen der Struktur (15) und der Unterlage (23) ein 
Magnet auf die Unterlage, entgegengesetzt zur Struktur, auf- 
gebracht wird, um infolge der Anziehung der Metal lplatte 
bzw. -folie durch den Magneten die Anordnung zusammenzuhal - 
ten, worauf schlussendlich die Anordnung um 180° gedreht 
wird. 

19. Messverfahren fur die Durchfiihrung von Messungen an einer 
Anordnung nach einem der Anspruche l bis 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Anordnung bzw. die Kammerstruktur derart 
zerlegt wird, dass das kultivierte Material freigelegt wird 
und abgetotet werden kann, worauf am abgetoteten Material 
Messungen mittels Photonenstrahlung oder thermischen Neutro- 
nen durchgefiihrt werden. 



20. Messverfahren fur die Durchfuhrung von Messungen an eine 
Anordnung nach einem der Anspruche l bis 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Anordnung bzw. die Kammerstruktur derart 
zerlegt wird, dass das kultivierte Material fur biochemische 
Oder molekularbiologische Untersuchungsmethoden, wie Elektro 
phorese Oder andere Separationsmethoden, freigelegt wird. 
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Figur2b 
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Figur 2c 
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